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ΕΠΙ ΚΥΤΤΑΡΟΚΑΛΛΙΕΡΓΗΜΑΤΩΝ 
ΜΕ ΕΜΦΑΝΙΣΙΚ ΚΥΤΤΟΠΑΘΟΛΟΓΙΚΟΥ ΦΑΙΝΟΜΕΝΟΥ 
'Υπό 
MENASCE Ι., ΣΤΟΦΟΡΟΥ ΕΥΘΥΜΙΟΥ, BALDUCCI D. 
Istituto Superiore di Sanità - R o m a 
Αι πρώται άπόπειραι δια την καλλιέργειαν του ίου της πανςολους τών 
χοίρων επι κυτταροκαλλιεργημάτων οφείλονται εις τον Hecke (1932), δστις 
tòv εκαλ?αέργησε εις κύτταρα σπληνός, λεμφαδένων, κ.λ.π. χοίρου, άποδεί-
ξας δτι τα θρεπτικά υποστρώματα των ιστοκαλλιεργειών ενιέμενα μετέ-
διδον την νόσον εις τους χοίρους. 
Ό Boynton εμελέτησε την άπώλειαν της παθογόνου ιδιότητος του ίου 
εις καλλιέργειαν κυττάρων μυελού οστών χοίρου. 
Ό Frenkel επεβεβαίωσε τα πειράματα του Hecke. 
Οι Gustafson - Pomerat υπήρξαν οί πρώτοι οι όποιοι προσεπάθησαν 
να μελετήσουν το κυττοπαθολογικον φαινόμενον εις καλλιέργειαν κυττάρων 
χοιρείου μυελού, ώ; καί διαφόρων οργανικής προελεύσεως κυττάρων. Κατά 
τους ανωτέρω μόνον τα λεμφοκύτταρα Ιδείκνυαν σχετικήν εΰαισθησίαν. 
Οι Ischihara - Dale επέτυχον την καλλιέργειαν του ίου τής πανώλους 
τών χοίρων εις ίστοκαλλιέργειαν κυττάρων χοιρείου σπληνός. Ό τελευταίος 
έθεσε και την τεχνικήν τής χρωματικής δοκιμασίας δια την παρακολονίθησιν 
τής αναπτύξεως του ίου. 
Ό Dunne επέτυχε την καλλιέργειαν επί λευκοκυττάρων δυνηθείς τοι­
ουτοτρόπως να παρακολούθηση την άπώλειαν τής άντιγονικής ιδιότητος του. 
Ά π ο τα ανωτέρω βιβλιογραφικά δεδομένα προκύπτει δτι μέχρι σήμε­
ρον ουδείς ήδυνήθη να καλλιεργήση τον Ιόν τής Π.Χ., προκαλών κυττο-
παθολογικον φαινόμενον με σοβαράς και εμφανείς αλλοιώσεις τών κυττάρων. 
Προς αυτήν την κατευθυνσιν εστράφησαν αί ερευναί μας, δια τής 
χρησιμοποιήσεως νεφρικών κυττάρων χοίρου, πιθήκου Rhesus και εμβρύου 
όρνιθος ύποστάντων την μέθοδον τής θρυψινίσεως. 
ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
'Ιός : στέλεχος ίου τής πάνοπλους τών χοίρων του Ζωοπροφυλακτικοΰ 
"Ινστιτούτου Lazio. 
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Ό ρ ο ί : Έχρησιμοποιήθησαν δυο δείγματα ορών Α, και Β, εξ ών το 
εν προήρχετο εκ χοίρου υγιούς το δε έτερον εκ τοιούτου προγενεστέρως1 
ανοσοποιηθέντος. 
Καλλιεργειαι νεφρικών κυττάρων χοίρου : Παρεσκευάσθησαν δια 
της μεθόδου της θρυψινίσεως. 'Ως θρεπτικον ύλικόν αναπτύξεως τούτων 
εχρησιμοποιήθη Hanks -f- 0,5 °/0 ύδρολΰματος λακταλβουμίνης -f- 6 °/0 ÔQOÎJ 
αίματος βοός, ως θρεπτικον δε ύλικον διατηρήσεως τούτων εχρησιμοποιήθη 
διάλυσις Hagle -f~ Earle -f- Ι °/0 βόειον κρυσταλλικον λεύκωμα. 
Καλλιεργειαι νεφρικών κυττάρων πιθήκου Rhesus δια της με­
θόδου της θρυψινίσεως : Θρεπτικον ΰλικον αναπτύξεως κυττάρων : 
εχρησιμοποιήθη το Hanks Η-0,5 °/„ ΰδρολΰματος λακταλβουμίνης -j- 3 °/0 
δροΰ αίματος βοός. Θρεπτικον ύλικόν διατηρήσεως τών κυττάρων όπως 
δια τα νεφρικά κύτταρα του χοίρου. 
Καλλιεργειαι εμβρύων όρνιθος : έχρησιμοποιήθησαν έμβρυα όρ­
νιθος εις την εβδόμην ήμέραν της επωάσεως κατόπιν αφαιρέσεως τών 
οφθαλμών. Ώς θρεπτικά υλικά έχρησιμοποιήθησαν : α) αναπτύξεως ίδιον 
προς εκείνο δια την καλλιέργειαν τών νεφρικών κυττάρων του πιθήκου, 
β) ως θρεπτικον ύλικόν διατηρήσεως τούτων δπως δια cù νεφρικά κύτταρα 
χοίρου. Έχρησιμοποιήθησαν καλλιεργειαι δευτέρας διόδου δια της θρυψινί­
σεως καλλιεργειών της πρώτης τοιαύτης. 
Γονιμοποιηθέντα ώά όρνιθος ληφθέντα την 13ην ήμέραν του 
ενοφθαλμισμού. Έχρησιμοποιήθη ή ενδοφλέβιος οδός κατά την μέθοδον 
(Fontaneli - Menasce - D' Ascani). 
ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΑΙ ΕΡΕΥΝΑΙ 
Μετάδοοις του ίου εκ του χοίρου είς καλλιέργειαν κυττάρων. 
Το ΰλικον του ενοφθαλμισμοί) τών ιστοκαλλιεργειών προήρχετο από άπι-
νιδωθέν αίμα μεμολυσμένου χοίρου. Μία διπλή δοκιμαστική δίοδος εις 
ϊστοκαλλιέργειαν νεφροί) πιθήκου ως και νεφρού χοίρου ουδέν κυττοπαθο-
λογικον φαινόμενον επαρουσίασε. 
Μετάδοσις του ίου έκ τών ωών είς Ιστοκαλλιέργειαν. Κατόπιν 
τεσσάρων διαδοχικών ενδοφλεβίων διόδων ίου είς γονιμοποιηθέντα ώά ευ­
ρισκόμενα εις την 13ην ήμέραν της επωάσεως των ήκολοΰθησε εις ενο­
φθαλμισμός είς ιστοκαλλιέργειαν νεφροί) πιθήκου και χοιρείου νεφροί), χρη­
σιμοποιηθέντων τών κάτωθι υλικών: 
1) εναιωρήματος χοριοαλλαντοειδοΰς μεμβράνης ο'ρνιθος είς 10 °/ο 
Hanks. 
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2) εναιωρήματος εμβρύου όρνιθος εις 10 °/0 Hanks . 
3) Άλλαντοειδοΰς ύγροΰ. 
ΚαΙ εις τους δυο τύπους των ιστοκαλλιεργειών δια της χρησιμο­
ποιήσεως καΐ των τριών ειδών τοϋ ύλικοΰ διεπιστώθη το ίδιον φαινόμενον '. 
Τα κύτταρα δεν παρουσίαζον τυπικά κυττοπαθολογικά φαινόμενα, ως στρογ­
γυλοποιήσεις, αΰξησιν της διαθλάσεως, εμφάνισι εγκλείστων κ.λ.π. άλλα 
ενεφάνιζον φαινόμενα εκφυλίσεως κοθ' δλα όμοιας προς μίαν μη ειδικήν 
εκφΰλισιν ως ή οφειλομένη εις μίαν άτλήν επιτάχυνσιν της εκφυλίσεως 
της ιστοκαλλιέργειας ένεκα γήρατος. Το τοιούτον φαινόμενον δεν μας 
άπησχόλησεν ιδιαιτέρως—δσον άφορα την ιστοκαλλιέργειαν νεφρού πιθή­
κου—καθ' δσον ενεφανίζετο πλέον εξεσημασμένον εις τάς ιστοκαλλιέργειας 
των νεφρών χοίρου και δη εις τάς ενοφθαλμισμένας δι' άλλαντοειδοΰς 
ύγροΰ εϊτε ήραιωμένου εις 10— 3 (Ι : 1000), είτε αυτούσιου. Το θρεπτι-
κον Όπόστρο)μα των ιστοκαλλιεργειών νεφρού χοίρου ενοφθαλμισμένων δια 
άλλαντοειδοΰς υγροί) εις άραίωσιν εως 10—3 (1 : 1000), εξεφυλίσθη εϊς 
διάρκειαν τεσσάρων ημερών και εχρησίμευσεν Ιν συνεχεία ως πρωταρχικον 
ύλικον δια τάς περαιτέρω διόδους. 
Κατά σειράν δίοδοι τοΰ ίου εις ιστοκαλλιέργειας νεφρού 
χοίρου : Έπραγματοττοιήσαμεν εξ (6) διαδοχικάς διόδους τοϋ ίου εις 
ιστοκαλλιέργειαν νεφρού χοίρου, εκτελοΰντας εκάστην φοράν μίαν τιτλο-
ποίησιν λογαριθμικής διαλύσεως και λαμβάνοντες ως πρότυπον ύλικον δια 
την επομένην μετάδοσιν το ύγρόν τών καλλιεργειών τών Ινοφθαλμισθει-
σών δια της πλέον υψηλής διαλύσεως δια της οποίας και επετυγχάνοντο κυτ-
τοπαθολογικά φαινόμενα, ή δε τοια\'>τη διαδοχική μετάδοσις μας επέτρεψε 
να καταστήσωμεν εμφανή τα ακόλουθα φαινόμενα : 
1) Ό Ιός ό προσηρμοσμένος εις το ωον δύναται ευκόλως να μεταδοθή 
ακολούθως εις ιστοκαλλιέργειας νεφρού χοίρου. 
2) Ή αναπαραγωγή τοΰ Ίου δύναται να καταστη εμφανής εκ του γε­
γονότος δ τι αί καλλιέργειαι εκφυλίζονται μέχρι πλήρους αποκολλήσεως 
δλων τών κυττάρων εκ της ύαλου εις διάστημα τεσσάρων εως ες ήμερων. 
Οι ύφ' ημών διαπιστωθέντες μολυσματικοί τίτλοι οι δυνάμενοι να αναπα­
ραγάγουν κυττοπαθολογικά φαινόμενα εκτείνονται από 10"2·5 ως ελάχιστον 
εως 10 - 4 κατά μέγιστον. 
3) Το κυττοπαθολογικον φαινόμενον είναι τοΰ αύτοΰ τΰπου προς το 
περιγραφέν δια τον ιόν της Blue tongue, ήτοι τα κύτταρα τείνουν προς 
αΰξησιν τοΰ δγκου των, αΰξησιν της κοκκιώσεως τοΰ κυττοπλάσματος, πα-
ρατηρουμένην εις τα παρασκευάσματα τα άποξηραθέντα και χρωσθέντα ώς 
και εμφάνισι ν πλειόνων κενοτοπίων. Μόνον ελάχιστα στοιχεία προσλαμβάνουν 
σφαιρικήν όψιν με αΰξησιν της διαθλάσεως αυτών, ενφ ή ύφη της συνόλης 
καλλιέργειας τείνει προς ά.τοδιυρ/άνωσιν καθ' δσον αί κυτταρικαί δοκίδες 
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προσλαμβάνουν άκανόνιστον όψιν ένεκα απώλειας ιών κυρύον κυτταρικών 
στοιχείων. Ά π ο της εμφανίσεως των τοιούτων φαινομένων Επέρχεται εντός 
24—48 ωρών ή πλήρης καταστροφή της ιστοκαλλιέργειας. 
"Ελεγχος της ειδικής φύσεως των φαινομένων των διαπιστω­
θέντων εις τας ιστοκαλλιέργειας νεφρών χοίρου. Ή διαπίστωσις 
δτι το εΐδικον αυτό κυττοπαθολογικον φαινόμενον είναι στενώς συνδε-
δεμένΟν με τήν άναπαραγωγήν του ίοΰ, επιτυγχάνεται δια τριών πειρα­
μάτων : 
α) Έπετΰχομεν ένα ενοφθαλμισμον εις γονιμοποιηθέντα ωά δια του 
ύγροΰ των ιστοκαλλιεργειών της 2ας, 3ης, 4ης, 6ης διόδου επιφέροντες τον 
θάνατον τών εμβρύων κατά τήν 2—3 ήιιέραν και με χαρακτηριστικά άνα-
τομοπαθολογικά στοιχεία δμοια προς τα ήδη περιγραφέν Γα παρ' ενός εξ 
υμών . 
β) Παρεσκευάσαμεν μίαν άντίδρασιν εξουδετερώσεως εις ίστοκαλ-
λιέργειαν νεφροΰ χοίρου δια τών ορών Α, Β, άδρανοποιηθέντων και εν 
συνεχεία χρησιμοποιηθέντων, άναμειγνΰοντες επηυξημένας διαλύσεις τών 
ανωτέρω ορών μετά 100 T.C.I .D. 50 °/0 ίοΰ. "Εκ τούτου προέκυψεν δτι δ 
ορός Α εΐχεν τίτλον εξουδετερώσεως 1 : 4, καί δ ορός Β τίτλον εξουδετε­
ρώσεως 1 : 512. 
γ) Έπετΰχαμεν τήν μόλυνσιν δυο χοίρων βάρους 25 χιλιόγραμμων πε­
ρίπου εκπστος, ενοφθαλμίζοντες εις αυτούς ύποδορείως 2,5 cm3 ύγροΰ 
προερχομένου εκ της έκτης διόδου της ιστοκαλλιέργειας. Εις αμφότερα τα 
ζώα ενεφανίσθη μία ελαφρά καί παροδική μορφή ασθενείας χαρακτηριζό­
μενη εκ τών κάτωθι : 
1) Έλάττωσιν της ορέξεως και της ζωηρό ιητος τών ζώων μετά πά-
ροδον 48 ωρών. 
2) Πυρετόν εμφανισθέντα εις εν εκ τών ζώων τήν τρίτην ήμέραν καί 
εις το έτερον τήν εκτην ήμέραν από τοΰ ενοφθαλμισμού, διάρκεσαν τα δε εϊς 
μεν το πρώτον επί 4 ημέρας και εϊς το δεύτερον επί 2 ημέρας και κυμαι-
νόμενον μεταξύ 39,9° καί 40,2° 
3) Συμφόρησιν τών επιπεφυκότων καί διάχυτον ερύθημα εντοπιζόμε-
νον ιδιαιτέρως εις τα ώτα, τήν κοιλίαν, και τα άκρα. 
Μετάδοσις του ίοΰ είς Ιστοκαλλιέργειαν νεφροΰ πιθήκου 
Rhesus ύπο Agar κατά τήν μέθοδον Dulbecco. Tò ύγρον τών ιστο­
καλλιεργειών της δευτέρας διόδου εις νεφρικά κύτταρα χοίρου, κατόπιν 
ελέγχου της παρουσίας τοΰ ιοΰ εν αύτφ δια μεταδόσεως εις γονιμοποιηθέντα 
ωά, ενωφθαλμίσθη εις 4 καλλιέργειας νεφρικών κυττάρων πιθήκου, υπό 
agar προς τον σκοπον να διαπιστωθή εάν τ̂ ά ήτο δυνατή ή άπομόνωσις 
στοιχείου τινός δπερ θα ήδύνατο να επιφέρη κυτταρικήν εκφΰλισιν λόγω τοΰ 
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σχηματισμού πεδίων λύσεως. Και εις τάς 4 ιστοκαλλιέργειας ενεφανίσθησαν 
κατά την τετάρτην ήμέραν εν έ'ως πέντε πεδία λύσεως με χαρακτηρι­
στικά αρκετά εξειδικευμένα. Δια τοΰ ύλικοΰ τοΰ ληφθέντος δια της α'ιχμής 
σιφωνίου Pasteur εξ ενός εκ των αναφερθέντων πεδίων λύσεως, εξετελέ-
σθησαν δυο τυφλά! δίοδοι εις συνήθεις ιστοκαλλιέργειας νεφροΰ πιθήκου 
χωρίς δμως να καταστη δυνατή ή επίτευξις σαφοϋς κυττοπαθολογικοΰ 
φαινομένου. 
Μετάδοσις τοΰ ίοΰ εις Ισΐοκαλλιέρνειαν εμβρύου όρνιθος. Το 
ύγρον τών ιστοκαλλιεργειών της δευτέρας μεταδόσεως νεφροΰ χοίρου, έχρη-
σιμοποιήθη επίσης δια την έπίτευξιν μεταδόσεων υπό λογαριθμικός διαλύσεις 
εις ιστοκαλλιέργειας εμβρύου όρνιθος, έπιτευχθείσης εντός τριών ήμερων της 
καταστροφής τών ιστοκαλλιεργειών ακόμη και δια τίτλου 10— 5 (1-100.000). 
Και εις τήν περίπτωσιν ταΰτην το κυττοπαθολογικον φαινόμενον δεν ένε-
φίνισεν χαρακτηριστικά απολύτως εξειδικευμένα. Μόνον εξετάζοντες ξηρά 
κεχρωσμένα παρασκευάσματα εκ τών καλλιεργειών ήδυνήθημεν να κατα-
στήσωμεν εμφανές δ α τα κύτταρα παρουσιάζουν εντονον αΰξησιν τών 
πρωτοπλασματικών κενοτοπίοιν. Τα ελάχιστα κύτταρα τα όποια παρέμει­
ναν προσκεκολημένα εις τήν υαλον τοΰ δοκιμαστικοΰ σωλήνος, αφοΰ πλέον 
ή πλειονότης τών κυττάρων είχε καταστραφεί, ετεινον να σχηματίσουν συγ-
κΰτια μετά 4 εως 6 πυρήνων. 
Δια τον ελεγχον της παρουσίας ενεργοΰ ίοΰ, ή τελική διάλυσις ενω-
φθαλμίσθη εις ωά μέχρι της διαλύσεως 10— 8 (1 : 1000) επιτευχθέντος 
τοΰ θανάτου δλων τών εμβρύων κατά τήν τρίτην ήμέραν μετά συγχρόνου 
εμφανίσεως δλων τών γνωστών χαρακτηριστικών άνατομοπαθολογικών 
αλλοιώσεων. 
ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
Ό Ιός της πανώλους τών χοίρων άπαξ προσαρμοσθείς ε'ις γονιμοποιη­
μένα ώα δύναται να μεταδοθώ είς καλλιέργειαν νεφρικών κυττάρων χοίρου, 
και είς καλλιέργειαν εμβριίων όρνιθος, επιφέρων τήν εμφάνισιν κυττοπαθο-
λογικών φαινομένων. Τα κυττοπαθολογικά ταΰτα φαινόμενα είναι ολίγον 
χαρακτηριστικά και κατά τίνα τρόπον παρόμοια προς εκείνα τα οποία 
προκαλεί ό ιός της Blue Tongue εις κύτταρα νεφρικά άμνοΰ καθ ' δσον 
προξενεί άπλήν αΰξησιν της κοκκιώσεως τών κυττάρων καΐ εϊτα αΰξησιν τών 
πρωτοπλασματικών κενοτοπίων οδηγών ταχύτατα εις τήν διάλυσιν της δομής 
τών κυττάρων. Τα φαινόμενα ταΰτα συνοδεΰουσι τήν αναπαραγοογήν τοΰ ίοΰ 
ως κάλλιστα απεδείχθη είς τάς καλλιέργειας νεφρικών κυττάρων χοίρου. 
Δια τάς ιστοκαλλιέργειας εμβρύου όρνιθος άπαιτοΰνται έρευναι πλέον 
έκτεταμέναι, δεδομένου δτι πραγματοποιήσαντες μίαν μόνην μετάδοσιν, αν 
και δια τελικών διαλύσεων, δεν δυνάμεθα να αποκλείσωμεν δτι τα δσα ήμεΐς 
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διεπιστώσαμεν δεν οφείλονται μόνον εις μίαν απλήν επιβίωσαν του ίου εϊς 
τας καλλιέργειας τοΰ εμβρύου Ορνιθος. 
" Α φ ' ετέρου εις την πρώτην αυτήν φασιν των ερευνών μας προετιμή-
σαμεν να χρησιμοποιήσωμεν μάλλον καλλιέργειας νεφρών χοίρου, καθ·' δσον 
πρόκειται περί καλλιεργειών αι ójtoìai διατηρούνται επί μακρότερον χρόνον 
εις καλήν κατάστασιν ενώ αι τοιαΰται τοΰ εμβρύου όρνιθος ένεκα εμφανί­
σεως πρωτεολυτικών φαινομένων οδηγούν α ΰ τ ο μ ά τ ω ; είς φαινόμενα κυτ-
ταρολΰσεως. 
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R E S U M É 
CULTURE DU VIRUS DE LA PESTE PORCINE EN CULTURE DE TISSUS 
AVEC APPARITION DE PHENOMENES CYTOPATHOLOGIQUES 
p a r 
MENASSE 1 , STOFOROS E., et BALDUCCI D. 
Istituto Superiore di Sanità Roma 
Le virus de la peste porcine une fois adapté à l'oeuf embryonné de poule 
peut être ensuite eultivé soit sur des cellules renales que sur celles d'embry-
ons de poule. La réproduction du virus s' accompagne de l'apparition des 
phénonienes cytopathologiques. 
Le virus obtenu du 6me passage sur des cellules de rein de porc, et 
peu pathogène pour l'animal. 
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